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Uvod

Problematika predikce a v€asné diagnézy nadorovych onemocnéni zac¢ind byt jednim z hlavnich dkoll laboratorni mediciny.
Tento trend je jasné zietelny z rostouciho po¢tu odbornych publikaci vénujicich se tomuto tématu (internetova databiaze Web of
science zatim eviduje vice nez 25 000 publikaci na toto téma). Nase pozornost byla soustfedéna na protein metalothionein, jehoZ
spojitost s nddorovym onemocnénim byla naznacena jiz v nékolika studiich (Ebadi and Iversen, 1994, Cherian, et al., 2003. Hla-
dina MT, jakoZto moZného nddorového markeru, by mohla pomoci nejen v odhaleni nddorového onemocnéni, ale i v uréeni sti-
dia nemoci, prognézy vyvoje a dalSich individudlnich charakteristik onemocnéni (Petrlova, et al., 2006, Zelena, et al., 2004).
V kombinaci s analyzou dal§ich markerti by se mohl MT stat nstrojem predikce v onkologii.

Nddorovd onemocnéni hlavy a krku

Nadorovymi onemocnénimi oblasti hlavy a krku ro¢né€ onemocni okolo 650 000 novych pacientd, to je asi 6 % celkového pfi-
ristku novych naddorovych onemocnéni. Ve stiedni a vychodni Evropé se tento typ nddorového onemocnéni za¢ina rychle rozsi-
fovat. Asi 98 % nemocnych je vékem nad 40 let, nicméné tato hranice se za¢ind sniZovat. NejCastéji zastoupend lokalizace je ze
40% dutina astni; nasleduje hrtan (larnyx) s 25% a hltan (pharynx) s asi 15% ze v8ech lokalizaci. Faktory pfispivajici ke vzniku
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niddorového onemocnéni hlavy a krku jsou pfedevsim koufeni a piti alkoholu, pfi¢emz nejhorsi je kombinace obojiho (Dobrossy
2005). Lécba je zaloZena piedev§im na v€asném chirurgickém zakroku a radioterapii. Je-li nador jiZz v pokrocilém stadiu a meta-
stazoval, ¢i je obtiZné operovatelny, pouziva se chemoterapie, zejména se u téchto karcinomi osvédcilo pouZiti 1é¢iv na bazi pla-
tiny (cisplatina, karboplatina) nékdy i v kombinaci s ozafovanim (Argiris, et al., 2005).

Metalothionein

Jedna se o maly termostabilni protein s velikosti kolem 6-10 kDa, Siroce rozSifeny v celé Zivocisné fiSi s vysokym stupném
homologie. Obsahuje vétsi mnoZstvi cysteinu (aZ 30 % hmotnosti) a postradd aromatické aminokyseliny. Diky sulfthydrylovym
skupindm je schopen vytvéret s ionty kovii komplex; konkrétné jeho f doména dokédze navizat 3 dvojmocné ionty a oo doména
az 4 dvojmocné ionty (Kizek, et al. 2001). Celkové je MT schopen navézat aZ 12 jednomocnych iontl. Ve fyziologickém stavu
takto vaZe zinek ¢i méd, nicméné pfi intoxikaci vaze i tézZké kovy (Cd, Pb, Hg aj.). Vyznamna je i jeho antioxida¢ni aktivita; spo-
Iu s dal§im vyznamnym thiolem glutathionem vytvaii redukéni podminky uvnitf buriky (Fabrik et al. 2007). Zatim nepfili§ pro-
badanou oblasti je role MT pfi regulaci exprese. MT se podili také na vzniku resistence nddorovych bunék vici cytostatikiim;
nejlépe prozkoumané mechanismy jsou zndmy u cisplatiny (Kizek at al., 2004, Prusa, et al., 2006). MT je schopen komplex navé-
zat, ¢imZ zabrani kontaktu 1éku s DNA a tim sniZuje t¢innost 1écby resp. zvySuje zatéZ pacienta. Detoxikace komplexu MT-cisPt
poté probiha zejména v ledvinach.

Material a metody

Vzorky byly analyzovany na pfistroji 747 VA Stand ve spojeni s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler (Metrohm, Svy-
carsko) (Obr. 1a) v klasickém tiielektrodovém usporadani. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkové elektroda (HMDE)
s plochou kapky 0,4 mm?; referentni elektrodou byla Ag/AgCl1/3M KCl a pomocnou platinova elektroda. Zékladni elektrolyt
(1 mmol/1 (Co(NHs3)e)Cl5 a 1 mol/l a amonny pufr; NHs(aq) + NH4CI, pH 9,6) byl po kazdych péti mé&fenich vyménén. DPV para-
metry byly nasledujici: pocate¢ni potencidl -0,7 V, kone¢ny potencidl -1,75 V, modulacni ¢as 0,057 s, €asovy interval 0,2 s, poten-
cidlovy krok 2 mV/s, modula¢ni amplituda -250 mV, Eads = 0V, teplota zakladniho elektrolytu 4 °C. Vzorky krvi pacientll s nido-
rem v oblasti hlavy a krku byly ziskdny z Kliniky chirurgie hlavy a krku Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné. Vzorky byly pfi-
praveny nasledujicim zplisobem; krev byla po ¢as 15-ti minut ponechana pii 99 °C (Eppendorf 5430, USA), poté byly vzorky
centrifugovany pii 16 000 g, 4 °C po dobu 30 minut (Eppendorf 5402, USA). Nasledovalo odebrani supernatantu, ktery byl pfi-
mo analyzovan.
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(a) Schéma zapojeni automatického davkovace 695 Autosampler do Koncentrace metalothioneinu v z4vislosti na
elektrochemického analyzéatoru 747 VA Stand. Signdly jsou transpor- (a) lokalizaci nadoru,
tovany do 746 VA Trace Analyzeru, kde jsou nasledné vyhodnoceny. (b) stadiu onemocnéni a
(b) Voltamogramy elektrolytu a standardit MT a (c) stupni diferenciace nadorovych bunék (orofarynx).
(c) voltamogram vzorku krve pacienta se zhoubnym nadorem laryn-

gu.
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Vysledky a diskuse

Metallothionein jako marker zhoubnych nadorti byl sledovan u pacientli s nidorovym onemocnénim hlavy a krku. Pro jeho
detekci jsme zvolili v klinické praxi nezvyklé elektrochemické metody, které se vyznacuji velkou sensitivitou a ekonomickou
nendrocnosti (Petrlova, et al., 2006). Déle jsme kladli diiraz na automatizaci detekce, abychom metodu co nejvice pfibliZili potfe-
bam do béZné klinické praxe. Pro tento kol jsme pouZili ve stitedni Evropé ojedinélé piistrojové sestavy, kterd pravé toto umoz-
luje pfi malé potiebé biologického materidlu.

Vysledkem elektrochemické analyzy pomoci Brdickovy reakce jsou proudové odpovédi. Mechanismus reakce je sloZity a jeho
povaha je z¢asti katalytického ptivodu. Posledni signél (Cat2) (Obr. 1b, 1c¢) je vysledkem redukce vodikovych iontd, ktery je pfi-
mo umérny hladiné metalothioneinu ve vzorku. Celkové bylo analyzovano 127 vzorkd krve od pacientl s nddory v nésledujici
lokalizaci; orofarynx n = 64, dutina tstni n = 14, hypofarynx n = 13, paranasalni dutiny n = 4, larynx n = 28 a parotis n = 4. VSech-
ny vzorky pochéazely z primérnich zachyti a vZdy se jednalo o zhoubné spinoceluldrni karcinomy. Vysledné koncentrace ukazu-
jina zvySenou hladinu MT u nemocnych oproti kontrolni skupin€. Nejvétsi koncentrace byla zaznamenana u zhoubného nadoru
orofaryngu (2,76 + 1,24 uM), déle pak dutiny dstni (2,54 = 0,98 uM), laryngu (2,38 + 0,90 uM) a hypofaryngu (2,16 = 0,68 uM).
Nejmensi pak u zhoubného nadoru paranasalnich dutin (2,01 = 0,51 uM) a parotidy (1,95 + 0,56 uM). [ to je ale asi 4x vétsi hla-
dina neZ u kontrolni skupiny (0,51 + 0,10 uM, n = 58) (Obr. 2a). Déle byly sledovany odchylky ve vztahu ke stddiu nemoci (TNM
klasifikace). Z vysledkl vyplyvd, Ze u nékterych lokalizaci (orofarynx, larynx) odpovida vyssi koncentrace pokrocilej$imu sti-
diu nemoci (Obr. 2b). Pozornost jsme také zaméfili na zavislost hladiny MT vzhledem ke stupni diferenciace nddorovych bunék
(Obr. 2¢). Nejméné diferencované zhoubné nadory (orofarynx) obsahuji nejvétsi mnozstvi MT a se zvySujicim se stupném dife-
renciace koncentrace MT klesd. To by mohlo byt disledkem intenzivniho buné¢ného metabolismu délicich se bunék, které diky
velké mitochondridlni aktivit€¢ produkuji vét§i mnozstvi kyslikovych radikalt a potiebuji zinek pro spravnou funkci nové expri-
movanych proteint.

Zavéry
NaSe vysledky ukazuji, Ze elektrochemické stanoveni MT by po dal§im provéfeni mohlo poslouZit jako dal§i vhodny marker
u nadort hlavy a krku eventudlné i u dal§ich malignich nadort.
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